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Slika 4. Distribucija HPV tipova po dobi 
ispitanica u Hrvatskoj, 1999.-2009. 
(N=3.998)
Očekivane vrijednosti DNA 
metilacije8 Metilacija
Promotori 
gena LSIL HSIL
Rak vrata 
maternice Ispitna skupina
CCNA1 0% 36% 93% 29%
CDH1 7% 22% 47% 94%
DAPK1 6% 30% 52% 71%
HIC1 52% 70% 71% 72%
RARβ2 5% 15% 40% 78%
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Glavni je preduvjet raka vrata maternice humani papiloma 
virus (HPV), a najjači utjecaj imaju 15 visokorizičnih tipova 
koji su značajno povezani s napredovanjem bolesti1,2. 
Najučestaliji tipovi HPV-a u slučajevima raka vrata 
maternice u svijetu su 16 i 18. Poznate su geografske 
razlike u učestalosti tipova HPV-a, stoga je informativno 
odrediti najučestalije tipove u Hrvatskoj. Rak vrata 
maternice je drugi najučestaliji tip raka u svijetu sa preko 
520.000 slučajeva i 274.000 smrti u svijetu (Slika 1)3. Ovaj tip 
raka je u Hrvatskoj na 7. mjestu po učestalosti sa 400 
slučajeva i 150 smrti godišnje (podaci HZJZ).
Sama bolest se razvija dulji niz godina kroz sve opsežnije 
promjene pločastog epitela vrata maternice koje se 
citološki mogu dobro razlikovati. Citološki se promjene 
dijele na skvamozne intraepitelne lezije (SIL) niskog (L-SIL) 
i visokog stupnja (H-SIL), dok se histopatološki može 
razlikovati više stadija od blažih cervikalnih intraepitelnih 
neoplazija (CIN) stupnja 1, preko postupno težih, CIN 2 i 3, 
sve do invazivnog karcinoma (Slika 2). Promjene nastale 
virusom tako postupno napreduju prema sve težim, no 
čimbenici koji utječu na progresiju pojedine lezije nisu u 
potpunosti razjašnjeni.
Rak vrata maternice Humani papiloma virus
Jedan od smjerova našeg istraživanja je i detekcija i određivanje tipova 
HPV-a prisutnih u Hrvatskoj populaciji. Detekciju HPV-a radili smo 
lančanom reakcijom polimeraze (PCR) koristeći tzv. koncenzus početnice 
koje prepoznaju veći broj različitih tipova HPV-a. Nakon reakcije produkti 
se razdvajaju elektroforezom u gelu agaroze te se provjerava prisutnost 
produkta specifične velićine. Rađene su dvije različite reakcije, u jednoj su 
korištene PGMY, a u drugoj LC koncenzus početnice. Uzorci su nadalje 
testirani tip-specifičnim početnicama u daljnjim PCR reakcijama koristeći 
početnice specifične za HPV tipove 6/11, 16, 18, 31, 33, 42, 52 i 58.4,5 
Osim što je poznato da različiti tipovi HPV-a imaju različitu geografsku 
rasprostranjenost, poznato je da su i različito učestali u uzorcima raka 
vrata maternice i da stoga različito intenzivno utječu na nastanak samog 
raka vrata maternice. Nadalje svaki tip HPV-a ima i brojne virusne varijante 
koje također mogu utjecati na sposobnost virusa da utječe na nastanak 
raka.
Kako bi analizirali varijabilnost najučestalijeg tipa HPV-a tj. HPV 16 uveli 
smo i primijenili metodu analize krivulje mekšanja DNA (HRM, engl. High 
Resolution Melting).6 Slika 5 prikazuje rezultate analize varijabilnosti regije 
glavnog viralnog onkogena E6.
Naša prethodna istraživanja pokazala su postojanje nove varijante HPV16 s 
duplikacijom 63-nukleotida unutar E1 regije.7 Učestalost te nove varijante 
određena je specifičnim PCR-om  i pronađena je u oko 11% svih testiranih 
uzoraka HPV 16. Od interesa je činjenica da je ova varijanta učestalija u 
uzorcima sa promjenama blažeg stupnja nego u uzorcima sa promjenama 
težeg stupnja (Slika 6).
Ova istraživanja rađena su u sklopu projekata Ministarstva znanosti, obrazovanja i športa broj: 098-0982464-2510, voditeljica dr.sc. Magdalena  Grce i  broj 101-0982464-2277, voditelj akad. Šime Spaventi. E-mail: nmilutin@irb.hr, isabol@irb.hr
Epigenetske promjene
Na progresiju raka vrata maternice utječu mnogi čimbenici, međutim 
prisustvo virusa je ključan čimbenik. Činjenica je da samo mali broj 
promjena vrata maternice uzrokovanih visokorizičnim tipovima HPV-a 
napreduje sve do raka (Slika 2), a još nije u potpunosti jasno koji su 
točno čimbenici za to odgovorni. Zna se da tip virusa ima veliku ulogu4,5, 
broj kopija virusa u zaraženim stanicama, fizičko stanje genoma virusa 
(episomalna forma ili ugradnjena virusna DNA u genom stanice 
domaćina), istovremena infekcija s više tipova HPV-a, imunosupresija, ali 
i status metilacije virusnih i staničnih gena.
DNA-metilacija, glavna epigenetska promjena u sisavaca, je kovalentna 
modifikacija koja se najčešće javlja na CpG dinukleotidima. Metilacija 
citozina unutar promotora nekih tumorskih supresora vrlo je često 
povećana što dovodi do stišavanja funkcije tih gena i napredovanja 
tumora. Metilirani promotori mnogih gena su utvrđeni u samom raku 
vrata maternice, ali i u njegovim predstadijima te su predmet opsežnih 
istraživanja budući da još nisu pronađeni najbolji biljezi koji bi se koristili 
u okviru primarnog populacijskog probira.8 Istovremeno se u organizmu 
događa i metilacija virusnog genoma, koja je najviše proučavana kod 
HPV tipova 16 i 18, budući da su najučestaliji i najvažniji pokretači 
maligne progresije.
U Hrvatskoj učestalost najzastupljenijih tipova HPV-a pada s porastom 
dobi ispitanica (Slika 4), dok učestalost rijetkih tipova HPV-a (HPV X) 
raste. DNA-sekvenciranjem smo naknadno utvrdili da su obriscima vrata 
maternice žena starijih od 55 godina neočekivano učestale infekcije 
tipom HPV 53, utvrđene u 10,3% te tipom HPV 66 utvrđene u 3,7% 
slučajeva. Istraživanja pokazuju da su HPV tipovi 53 i 66 relativno 
učestali u uzorcima žena s normalnim nalazom brisa vrata maternice, a 
ipak jako rijetko pronađeni u invazivnom karcinomu (<1%), tako da je 
njihova uloga u karcinogenezi još uvijek nerazjašnjena. Kako bismo 
pokušali razjasniti karcinogenost ovih tipova, analizirali smo stanje 
metilacije promotora različitih gena stanice domaćina. Za umnažanje 
DNA promotora staničnih gena, prethodno obrađene bisulfitom, u svrhu 
razlikovanja metilirane od nemetilirane, koristili smo metodu lančane 
reakcije polimerazom specifične za metilaciju (MSP, engl. Methylation 
Specific PCR; Slika 7A). Za određivanje metilacije virusnih gena koristili 
smo metodu određivanja slijeda nukleotida DNA, također prethodno 
obrađene bisulfitom, tzv. bisulfitno sekvenciranje (Slika 7B). Uočili smo 
da se metilacija promotora staničnih gena kod žena starijih od 55 godina, 
pozitivnih na HPV 53 i 66, znatno češće događa u odnosu na očekivane 
vrijednosti obzirom na dijagnozu (Tablica 1).
B. Metoda bisulfino sekvenciranje-nemetilirani  CpG otok
C. Usporedba referentnog slijeda nukleotida HPV-a i 
proučavanog, konvertiranog bisulfitom-metilirani CpG otoci  
Slika 7. Određivanje stupnja metilacije DNA
Tablica 1. Metilacija promotora gena u različitim 
dijagnozama te u ispitnoj skupini žena starijih od 
55 godina pozitivnih na HPV 53 i HPV 66
A. Metoda MSP - uzorci vrata maternice umnoženi 
početnicama za metilirani (lijevo) i nemetilirani (desno) oblik 
gena RARβ2
Slika 5. Varijabilnost HPV 16 u Hrvatskoj
Slika 2. Karcinogeneza raka vrata maternice
regresija 
infekcije
tip-specifični 
imunitet
integracija 
virusne DNA
genetska 
nestabilnost
normalne stanice
LSIL 
CIN 1
karcinom
trajna infekcija
<20% u dobi >30infekcija HPV
HSIL 
CIN 2/3
>80% u dobi <30
velika 
količina 
produkata 
gena
P53
RB
E6 
E7
>10 godina>2 godine
Slika 1. Dobno-standardizirana 
incidencija raka vrata maternice
Slika 6. Učestalost nove varijante HPV16 u promjenama vrata 
maternice različitih stupnjeva
Slika 3. Prevalencija visokorizičnih tipova 
HPV-a u Hrvatskoj, 1999.-2009. (N= 4285)
